Étude in vivo de la relation entre la structure et la fonction de la boucle variable de l'ARN de transfert de la sélénocystéine d'E. coli by Nemours, Stéphane
 Université de Montréal 
 
 
Étude in vivo de la relation entre la structure et la 
fonction de la boucle variable de l'ARN de transfert de la 
sélénocystéine chez E. coli 
 
 
 
par 
Stéphane Nemours 
 
 
 
Département de Biochimie et médecine moléculaire 
Faculté de Médecine 
 
 
 
 
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine 
en vue de l’obtention du grade de Maître ès science (M.Sc.) 
en Biochimie 
 
 
 
Avril, 2014 
 
 
 
© Stéphane Nemours, 2014 
  
 
Université de Montréal 
Faculté des études supérieures et postdoctorales 
 
 
 
 
 Ce mémoire intitulé : 
 
Étude in vivo de la relation entre la structure et la 
fonction de la boucle variable de l'ARN de transfert de la 
sélénocystéine d'E. coli 
 
 
 
 
 
Présenté par : 
Stéphane Nemours 
 
 
 
 
a été évalué par un jury composé des personnes suivantes : 
 
 
Normand Brisson, président-rapporteur 
Serguei Chteinberg, directeur de recherche 
Muriel Aubry, membre du jury 
  
 
i
Résumé 
La sélénocystéine est le 21
e
 acide aminé encodé génétiquement et on la retrouve à travers 
les trois domaines de la vie. Elle est synthétisée sur l'ARNt
Sec
 par un processus unique. 
L'ARNt
Sec
 se distingue également au niveau structural. La tige acceptatrice possède 8 
(procaryotes) et 9 (eucaryotes) paires de bases, contrairement aux ARNt canoniques qui ont 
invariablement 7 paires de bases dans la tige acceptatrice. De plus, la tige D a 2 paires de 
bases additionnelles qui remplacent les interactions tertiaires universelles 8-14, 15-48 qui 
sont absentes chez l'ARNt
Sec
. D'autre part, la longueur de la boucle variable de l'ARNt
Sec
 
est plus longue que la majorité des ARNt de type II. Dans ce mémoire, on se concentre sur 
la région de la boucle variable de l'ARNt
Sec
 . La recherche consiste à distinguer les paires 
de bases de la boucle variable qui sont essentielles à la biosynthèse et l’insertion de la 
sélénocystéine. De plus, on regarde si la paire de base additionnelle de la tige acceptatrice 
de l'ARNt
Sec
 (procaryote) est essentielle pour l'insertion de la sélénocystéine. Pour répondre 
à ces questions, on a utilisé l'approche expérimentale Évolution Instantanée qui consiste au 
criblage in vivo d'ARNt
Sec
 fonctionnels chez E. coli. Dans ce travail, on montre que 
l'insertion de la sélénocystéine ne nécessite pas une spécificité de la longueur ou de la 
séquence de l'ARNt
Sec
.
 
On montre aussi que ni la longueur de la tige acceptatrice ou du 
domaine tige acceptatrice/tige T n'est essentielle pour avoir un ARNt
Sec
 fonctionnel. 
 
Mots-clés : sélénocystéine, ARNt, ARNt
Sec
, boucle variable, tige acceptatrice, évolution 
instantanée. 
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Abstract 
Selenocysteine is the 21st genetically encoded amino acid and is found across the three 
domains of life. It is synthesized on the tRNA-Sec by a single process. The tRNA-Sec also 
stands out at the structural level. The acceptor stem has 8 (bacteria) and 9 (eukaryote) base 
pairs, in contrast to canonical tRNA which invariably has 7 base pairs in the acceptor stem. 
Furthermore, the D-stem has two additional bases pairs which replace the universal tertiary 
interactions 8-14, 15-48 which are absent in the tRNA-Sec. On the other hand, the length of 
the extra-arm of tRNA-Sec is longer than the majority of type II tRNA . In this dissertation, 
we focus on the extra-arm of tRNA-Sec. The research consists of distinguishing the bases 
pairs of the extra-arm that are essential for the biosynthesis and insertion of selenocysteine. 
In addition, we examine if the additional base pair  in the acceptor stem (bacteria) is 
essential for the insertion of selenocysteine. To study these questions, we used the 
experimental Instant Evolution approach which consists of the in vivo screening of 
functional tRNA-Sec clones in E. coli. In this work, it is shown that the insertion of 
selenocysteine does not require a specific length or sequence of the tRNA-Sec. It is also 
shown that neither the length of the acceptor stem or of the acceptor/T domain is required 
to have a functional tRNA-Sec . 
 
Keywords : selenocysteine, tRNA, tRNA-Sec, extra-arm, acceptor stem, instant evolution. 
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Une protéine est une macromolécule biologique qui est composée d'une ou de plusieurs 
chaînes d'acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. Elles jouent plusieurs 
rôles différents, tous nécessaires au maintien de l'intégrité et au bon fonctionnement de la 
cellule. La synthèse des protéines est accomplie par un processus appelé la traduction. Au 
cours de la traduction, l'ARNm, l'ARNt et les ribosomes travaillent ensemble pour produire 
les protéines (Figure 2). Dans la cellule, les ARNt sont aminoacylés par une enzyme 
spécifique, appelée aminoacyl-ARNt synthétase qui catalyse l'estérification de l'acide 
aminé spécifique. Il existe en général 20 aminoacyl-ARNt synthétases, une pour chaque 
acide aminé. 
 
1.1. Les ARN de transferts 
Les ARNt sont des courts ARN qui mesurent entre 70 et 100 nucléotides. Ce sont des 
intermédiaires clés dans la traduction et dans la lecture du code génétique. Les ARNt sont 
des ARN non codants.  
 
1.1.1. La structure secondaire des ARN de transferts  
Les ARNt se replient sur eux-mêmes et forment des appariements intramoléculaires de 
nucléotides pour donner une structure à quatre tiges qu'on appelle feuille de trèfle. La 
feuille de trèfle représente la structure secondaire de l'ARNt. La tige supérieure , qui porte 
les extrémités 5' et 3' s'appelle la tige acceptatrice. C'est un duplexe qui se termine par la 
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séquence CCA où l'acide aminé se lie. La tige inférieure, qui se termine par la boucle de 
l'anticodon s'appelle la tige de l'anticodon. C'est une structure en tige-boucle qui expose le 
triplet de l'anticodon à son extrémité. Les deux autres tiges se nomment la tige D et la tige 
T. Ils portent des ribonucléotides modifiés autres que A,U,G et C. Dans la tige T on 
retrouve la ribothymidine (T) et dans la tige D on retrouve la dihydrouridine (D). La grande 
majorité des ARNt ont une structure canonique qui est conservée chez toutes les espèces. 
C'est-à-dire qu'ils possèdent sensiblement le même nombre de paires de bases dans chaque 
tige respective (Figure 3). L'ARNt
Sec
 est un ARNt dont la structure se distingue grandement 
de la structure des 'ARNt canoniques (Figure 3).  
 
Il existe une boucle qui se trouve entre la tige de l'anticodon et la tige T. On l'appelle la 
boucle variable. Elle est la région qui varie le plus en longueur chez les ARNt. Les ARNt 
sont classifiés en deux classes (classe I et II) selon la longueur de leur boucle variable. Les 
ARNt de classe I ont une petite boucle variable d'environ 4 ou 5 nucléotides. Les ARNt de 
classe II, eux, possèdent une région variable d'environ 10 à 24 nucléotides (Commans and 
Bock 1999). L'ARNt
Sec
 fait parti des ARNt de classe II. 
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Figure 1. Comparaison des structures secondaires des ARNt canoniques versus les 
ARNt de la sélénocystéine. Les différents éléments de la structure secondaire sont 
indiqués. A, D, AC et T signifient la tige acceptatrice, la tige D, la tige de l'anticodon et la 
tige T, respectivement. 7/5, 8/5, 9/4 indiquent le nombre de paires de bases qui forment le 
bras co-axial A-T dans les ARNt montrés. Les tirets dans la structure d'ARNt canonique 
signifient que la boucle variable varie de longueur chez les différents ARNt (Adaptée à 
partir de (Allmang and Krol 2006)). 
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1.1.2. La structure tertiaire des ARN de transferts 
En réalité, l'ARNt se tord et se replie de façon à former une structure tridimensionnelle 
compacte, qui a la forme d'un '' L'' inversé (Figure 4). La structure résulte de l'empilement 
coaxial deux à deux des tiges: la tige T sur la tige acceptatrice et la tige de l'anticodon sur la 
tige D.  
 
Figure 2. Structure canonique de l'ARNt. (a) Structure secondaire en feuille de trèfle de 
l'ARNt
Cys 
chez E. coli. (b) Structure tertiaire en forme de L de l'ARNt
Cys 
chez E. coli. 
(Adaptée à partir de (Hou 2010)). 
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Cet arrangement spatial des deux domaines hélicoïdaux est communs pour toutes les 
structures cristallographiques d'ARNt (Ladner, Jack et al. 1975; Quigley, Seeman et al. 
1975; Moras, Comarmond et al. 1980). À travers la forme en ''L'', le domaine I (tige D-tige 
de l'anticodon) est fixé perpendiculairement au domaine II (tige T-tige acceptatrice) (Figure 
5). Cet arrangement permet d'avoir la juxtaposition appropriée des deux centres 
fonctionnels de l'ARNt, soit l'anticodon et la fin de la tige acceptatrice. La structure de 
l'ARNt reflète donc sa fonction. De plus, cet arrangement  est stabilisé par deux interactions 
principales entre les boucles D et T. Dans la première interaction, les deux guanines 
universelles G18 et G19 de la boucle D forment des paires de bases avec Ψ55 et C56 de la 
boucle T, respectivement. Dans la seconde interaction, le nucléotide 59 de la boucle T 
s'empile sur la paire de base tertiaire 15-48, ce qui constitue la dernière couche empilée du 
domaine I (Ioudovitch and Steinberg 1999)(Figure 5).  
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Figure 3. La forme standard en forme ''L'' des ARNt. Les rectangles blancs représentent 
des paires de bases entres les nucléotides. Les rectangles noirs et hachurés représentent les 
nucléotides dans les boucles D et T respectivement. Les rectangles à carreaux représentent 
les nucléotides non appariées entres les domaines hélicoïdaux et à l'extrémité terminale de 
l'acide aminé. Les nombres en italiques 1 à 12 entre les bases du domaine I se réfère au 
nombre de couches de nucléotides empilées en commençant par la paire de base la plus 
proche de la boucle de l'anticodon. Les nucléotides non appariés ainsi que les nucléotides 
au début et à la fin des régions hélicoïdales sont numérotées en conformité avec la 
nomenclature standard des ARNt (Sprinzl, Horn et al. 1998). Le nucléotide 59 s'empile sur 
la paire de base tertiaire 15-48 à côté de la 12
e
 couche du domaine I. Les nucléotides de la 
boucle de l'anticodon, les nucléotides non appariés de la boucle D et le nucléotide 47 ne 
sont pas montrés. (Adaptée à partir de (Ioudovitch and Steinberg 1999)). 
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1.1.3. L'ARNt
Sec
 
Les modèles de la structure secondaire des ARNt
Sec 
(Figure 3) découlent d'expériences 
expérimentales effectuées chez les bactéries et les eucaryotes (Baron, Westhof et al. 1993; 
Sturchler, Westhof et al. 1993; Hubert, Sturchler et al. 1998), ou par l'alignement de 
séquences chez les archées (Hubert, Sturchler et al. 1998). Il y a deux caractéristiques 
principales qui distinguent les ARNt
Sec
 des ARNt canoniques. D'abord, ils ont une tige D 
formée de 6-7 paires de bases, au lieu des 3-4 paires de bases retrouvées chez les autres 
ARNt.  
 
Chez les archées et les eucaryotes la longue boucle D de l'ARNt
Sec
 est importante pour une 
étape de phosphorylation de l'ARNt
Sec
 par la O-phosphoséryl-ARNt
Sec
 kinase (PSTK), 
nécessaire pour la biosynthèse et l'insertion de la sélénocystéine dans une chaîne en 
élongation (Wu and Gross 1994; Chiba, Itoh et al. 2010). Cependant, cette étape est absente 
chez les bactéries et la tige D de l'ARNt
Sec
 a quand même 6 paires de bases (Carlson, Xu et 
al. 2004; Turanov, Xu et al. 2011). Ainsi, le rôle particulier de la tige plus longue et à quel 
point elle est critique pour la fonction de l'ARNt
Sec
 demeure inconnue. Dans une 
publication récente, il a été montré que la longue boucle D n'était pas requise pour la 
fonctionnalité de l'ARNt
Sec
 chez E. coli (Ishii, Kotlova et al. 2013). Certains mutants 
d'ARNt
Sec
 avec seulement 5 ou 4 paires de bases dans la tige D ont montrés une 
fonctionnalité élevée et même supérieure à celle du type sauvage. Ils ont montrés que la 
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tige D étaient dispensable et pouvait même avoir un effet d' inhibition sur la fonctionnalité 
de l'ARNt
Sec
.  
 
La deuxième caractéristique qui distingue les ARNt
Sec
 des ARNt canoniques est le domaine 
tige acceptatrice/tige T qui résulte de l'empilement co-axial des deux tiges. En effet, le 
domaine est plus long chez l'ARNt
Sec 
que chez les ARNt canoniques . Il mesure 13 paires 
de bases au lieu de 12. Chez les bactéries, le domaine tige acceptatrice/tige T à une 
structure 8/5 c'est à 8 paires de bases dans la tige acceptatrice et 5 paires de bases dans la 
tige T pour un total de 13 pb (Figure 3). La même longueur du domaine est obtenue chez 
les archées et les eucaryotes avec des structure 9/4 (Sturchler, Westhof et al. 1993; Hubert, 
Sturchler et al. 1998). 
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1.2. Le sélénium  
Le sélénium, 34
e
 élément du tableau périodique, fut découvert en 1818 par le chimiste Jöns 
Jakob Berzelius. Dans une revue de littérature portant sur la chimie des sélénopeptides, 
Muttenthaler et Alewood ont relaté les fait importants sur l'histoire du sélénium. Berzelius 
fut cette découverte lors d'une recherche sur une maladie qui touchaient des travailleurs qui 
travaillaient en présence d'acide sulfurique. Cet élément fait partie de la famille des 
chalcogènes. À l'exception du tellurium, ces éléments sont des constituants fondamentaux 
de groupes fonctionnels d'acides aminés. Ils contribuent également à la chimie et la 
structure des peptides et protéines (Muttenthaler and Alewood 2008). Pendant un certain 
temps, le sélénium était considéré comme étant une substance toxique en biologie. Des 
études en laboratoire ont identifié le sélénium comme étant un potentiel carcinogène 
(Tscherkes, Volgarev et al. 1963). Cependant, les travaux de Schwarz et Foltz en 1957, ont 
changé cette perception de façon significative. En effet, ils ont démontré que des traces de 
sélénium sont essentielles pour les bactéries, les oiseaux et les mammifères (Schwarz and 
Foltz 1957). Plus tard, en 1973, des travaux de Flohe et al ont démontré que le sélénium est 
une partie intégrale du site actif de la glutathion peroxydase, chez les mammifères. (Flohe, 
Gunzler et al. 1973). Ceci a déclenché une augmentation continue de l'intérêt de la 
recherche biomédicale et de l'émergence de la biochimie du sélénium comme un domaine 
de la recherche (Rotruck, Pope et al. 1973).  
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1.2.1. Les sélénoprotéines 
Plusieurs sélénoprotéines ont été identifiées dans les trois domaines de la vie: les archées, 
les procaryotes et les eucaryotes (Behne, Pfeifer et al. 2000; Kryukov, Castellano et al. 
2003). C'est chez le poisson que l'on retrouve le plus grand répertoire avec 30 
sélénoprotéines. Les humains et les rongeurs en possèdent 25 et 24, respectivement 
(Castellano, Lobanov et al. 2005). Le sélénium a été identifié comme étant un élément 
biologique essentiel pour la balance redox cellulaire, les réponses immunitaires, la 
prévention du cancer et la protection contre l'inflammation (Rayman 2000). Certaines de 
ces sélénoprotéines sont déjà bien caractérisée, tel que la glutathion peroxydase et la 
thiorédoxine réductase. Cependant la fonction précise de plusieurs restent encore inconnue 
ce qui mène a un intérêt pour la synthèse et l'étude des sélénopeptides et des 
sélénoprotéines. 
 
Dans les systèmes biologiques, le sélénium est présent le plus souvent sous la forme de 
l'acide aminé naturelle la sélénocystéine. Il peut être retrouvé dans des protéines des 3 
domaines de la vie (Xu, Carlson et al. 2007). La sélénocystéine est souvent retrouvée dans 
les sites actifs enzymatiques, où elle agit en tant que nucléophile, comme ligand métallique 
ou comme un élément redox (Stadtman 1996). 
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1.2.2. Les sélénoprotéines chez E. coli  
Plusieurs enzymes provenant d'organismes procaryotes et eucaryotes et certains ARNt 
contiennent du sélénium sous une forme liée de manière covalente (Stadtman 1980). Chez 
les bactérie, les premières indications que cet élément présent en traces jouait un rôle 
biologique remontent jusqu'à 1954. En effet, Pinsent avait détecté que la production de gaz 
par des cultures anaérobiques d'E. coli dépendait de la présence de sélénium dans le milieu 
(Pinsent 1954). Par la suite, des études enzymologiques ont révélées qu'il s'agissait du 
formate déshydrogénase faisant partie du complexe  formate-hydrogène-lyase qui a besoin 
du sélénium pour son activité (Pinsent 1954; Lester and DeMoss 1971). Par la suite, en 
utilisant le sélénite [
75
Se], il a été démontré que l'isotope s'incorporait seulement dans deux 
protéines chez E coli. La première est un polypeptide de 80 kDa, qui est un composant 
constitutif du formate déshydrogénase H (FDHH) et qui est impliqué dans la formation de 
gaz. L'autre est un polypeptide de 110 kDa qui fait partie de la formate déshydrogénase N 
(FDHN) et qui délivre les électrons du formate à la nitrate réductase (Cox, Edwards et al. 
1981; Pecher, Zinoni et al. 1985). La FDHH est formée sous des conditions anaérobiques en 
absence d'accepteurs d'électrons externes, alors que la synthèse de la FDHN est inductible 
de façon anaérobique lorsque le nitrate est présent dans le média (Leinfelder, Forchhammer 
et al. 1988). 
 
Le gène (fdhF) qui code pour le sélénopeptide de 80 kDa qu'est le FDHH a été cloné et 
séquencé, et il a été trouvé qu'il possède un codon de terminaison de la traduction (UGA) 
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dans le cadre de lecture à la position de l'acide aminé 140 (Zinoni, Birkmann et al. 1986). 
Des expériences de gènes de fusion et l'analyse de mutants dans lesquels le codon UGA 
était converti en codon sens ont démontré que la traduction de l'UGA avait besoin de la 
présence du sélénium dans le média et que c'était le codon non-sens opal qui dirige 
l'insertion co-traductionnelle du sélénium sous la forme de la sélénocystéine (Zinoni, 
Birkmann et al. 1986; Zinoni, Birkmann et al. 1987). Cette façon unique d'incorporer un 
acide aminé soulève des questions. Par exemple, quels sont les éléments qui permettent de 
faire la différence du codon UGA en position 140 du gène fdhF d'un codon stop UGA 
normal. Ensuite, comment la sélénocystéine est synthétisée et incorporée au ribosome?  
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1.3. Le rôle des sélénoprotéines sur la santé 
Chez l'humain, des déficiences en sélénium, et de nombreuses mutations dans les 
sélénoprotéines et les sélénoenzymes ont été liées à des désordres des systèmes 
endocrinien, nerveux central, cardiovasculaire et immunitaire (Rayman 2012). Cependant, 
il y a seulement quelques mutations dans les enzymes responsables de la synthèse et de 
l'insertion co-traductionnelle de la sélénocystéine qui s'avèrent a montrer un phénotype 
chez l'humain. La sélénocystéine joue un rôle important pour l'intégrité du sélénoprotéome 
humain et pour le développement sain d'un organisme. Étant donné qu'une souris mutante 
knockout pour le gène de l'ARNt
Sec
 a montré un phénotype de létalité embryonnaire (Bosl, 
Takaku et al. 1997), on s'attend à ce que quelconque mutation qui a un effet détrimentaire 
sur la structure et la fonction de la SerRS, la PSTK, la SepSecS, la SPS2, la SBP2, l' EF-sec 
ou l'ARNt
Sec
 pourrait probablement complètement inhiber la synthèse de sélénoprotéines 
(Figure 6). 
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Figure 4. Les mutations des composants impliqués dans la synthèse et dans le 
décodage de la sélénocystéine ont des effets distincts sur la santé de l'organisme 
humain. Un cycle normal supporte la synthèse d'un niveau approprié de sélénocystéine. Il a 
été montré que les mutations (étoiles rouges) dans les différents composants causent des 
désordres chez l'humain. Des mutations ponctuelles dans l'appareil de décodage (SBP2, 
SECIS, and SRE) mènent à une variété de désordres qui sont rarement létales. L'essentialité 
du cycle de la sélénocystéine a également été supporté par le phénotype de létalité 
embryonnaire de la souris mutante knockout pour le gène de l'ARNt
Sec
 (étoile bleue). 
Probablement, ces mutations atténuent la synthèse de sélénoprotéine à différents niveaux, 
en interférant au développement de l'individu selon différents niveau de sévérité. (Adaptée 
à partir de (Schmidt and Simonovic 2012)). 
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1.4. La sélénocystéine 
La sélénocystéine est le 21e acide aminé encodé par le code génétique. Elle est retrouvée à 
travers les trois domaines de la vie. La sélénocystéine est unique parmi les acides aminés. 
C'est le seul acide aminé  qui contient un élément alimentaire essentiel (sélénium) comme 
composant constitutif. Elle est également la seule a être encodée par un codon UGA et à 
être synthétisée sur son ARNt. De plus, elle est le seul acide aminé parmi plus de 140 
acides aminés trouvés chez les protéines jusqu'à présent qui requière une machinerie ARNt-
dépendante pour sa synthèse, son transport au ribosome et son insertion dans la 
sélénoprotéine naissante (Schmidt and Simonovic 2012). Les études sur la sélénocystéine 
bactérienne au début années 1980 ont ouvert la voie vers une meilleure compréhension du 
système analogue chez les archées et chez les eucaryotes.  
 
Si l'on compare la structure de la sélénocystéine avec celle de la cystéine, on remarque qu'elles 
sont identiques, à l'exception d'un sélénium à la place d'un soufre (Figure 7). La même 
observation peut être effectuée si on la compare à la sérine. Dans ce cas-ci, elle porte un 
groupement -OH à cette position. 
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Figure 5. Comparaison de la sélénocystéine (Sec) à la sérine (Ser) et à la cystéine (Cys) 
qui possèdent des structures similaires.  
 
1.4.1. La biosynthèse de la sélénocystéine 
Des ARNt capables d'insérer la sélénocystéine ont été retrouvé chez les bactéries (Heider, 
Leinfelder et al. 1989; Tormay, Wilting et al. 1994; Deckert, Warren et al. 1998), les 
protistes (Hatfield, Lee et al. 1991), les mycètes, les plantes (Hatfield, Choi et al. 1992) et à 
travers le règne animal (Lee, Worland et al. 1989). Environ 20% des génomes de bactéries 
qui ont été séquencé codent les éléments nécessaires à l'insertion de la sélénocystéine dans 
les protéines. Le pourcentage est d'environ 10% chez les archées (Zhang and Gladyshev 
2009; Zhang and Gladyshev 2010). On constate que cet acide aminé est retrouvé à plusieurs 
endroits, bien que synthétisé en de petites quantités. 
  
Dans un cas typique impliquant les acides aminés canoniques, l'acide aminé est synthétisé 
dans le cytosol et est ensuite couplé à l'ARNt qui lui correspond par une aminoacyl-ARNt 
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synthétase spécifique. Cependant, la sélénocystéine ne suit pas cette voie. Le mécanisme de 
sa synthèse diffère quelque peu.  
 
D'abord, un pool cellulaire de sélénocystéine libre n'existe pas dans la cellule. Chez tous les 
organismes qui contiennent la sélénocystéine, le cycle de synthèse débute de façon 
singulière, c'est-à dire que la séryl-ARNt synthétase (SerRS) aminoacyle l'ARNt
Sec
 avec la 
sérine pour produire la séryl-ARNt
Sec 
qui sert d'intermédiaire pour les réactions 
enzymatiques subséquentes (Forchhammer and Bock 1991). Chez les procaryotes, une 
seule enzyme catalyse la conversion de la Ser-ARNt
Sec
 en Sec-ARNt
Sec
. Il s'agit de 
l'homodécamère sélénocystéine synthase A (SelA) (Forchhammer, Leinfelder et al. 1991). 
Cette réaction commence par la liaison de la séryl-ARNt
Sec
 au phosphate de pyridoxal de la 
sélénocystéine synthase. Cette enzyme interagit avec la séryl-ARNt
Sec 
et enlève le 
groupement hydroxyle de la chaine latérale du complexe (sérine) pour former 
l'intermédiaire déshydroalanyl-ARNt
Sec
. Cet intermédiaire accepte un groupement sélénium 
du sélénophosphate pour former la sélénocystéyl-ARNt
Sec
. Le sélénophosphate est 
synthétisée par la sélénophosphate synthase qui elle est encodée par le gène SelD (Turanov, 
Xu et al. 2011).  
 
À l'opposé, chez les archées et les eucaryotes, deux étapes enzymatiques sont nécessaires 
pour compléter cette conversion. Dans la première étape, la O-phosphoséryl-ARNt
Sec
 
kinase (PSTK) phosphoryle la Ser-ARNt
Sec
 pour devenir l'intermédiaire phosphoséryl-
ARNt
Sec
 (Sep-ARNt
Sec
) (Carlson, Xu et al. 2004; Sherrer, Ho et al. 2008). Dans la seconde 
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étape, la sélénocystéinyl-ARNt
Sec
 synthase (SepSecS) substitue le phosphate avec du 
sélénium, ce qui produit l'ARNt
Sec
. Le donneur de sélénium pour la SepSecS est le 
sélénophosphate (Palioura, Sherrer et al. 2009). 
 
À la suite de l'aminoacylation d'un ARNt, le facteur d'élongation EF-Tu chez les 
procaryotes et eEF1A chez les eucaryotes, amène l'ARNt au ribosome. La seule exception 
est la Sec-ARNt
Sec
. Dans chacun des domaines de la vie, le transport de la Sec-ARNt
Sec
 au 
site de traduction requière un facteur d'élongation SelB chez les procaryotes 
(Forchhammer, Leinfelder et al. 1989; Rother, Wilting et al. 2000) et EFsec chez les 
eucaryotes (Fagegaltier, Hubert et al. 2000; Tujebajeva, Copeland et al. 2000). De plus, un 
élément structural localisé dans l'ARNm de la sélénoprotéine soit dans la région codante 
(procaryote) ou dans la région non codante 3' (UTR) (eucaryote) est également requis. Il 
s'agit du Selenocysteine Insertion Element (SECIS). Bien que ce mécanisme général 
d'insertion est conservé chez tous les organismes qui possèdent la sélénocystéine, des 
différences importantes ont été noté entre les bactéries, les archées et les eucaryotes (Figure 
8). 
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Figure 6. Formation de l'aminoacyl-ARNt et premières étapes de la synthèse des 
protéines. A) Les acides aminés canoniques: l'ARNt aminoacylé indiqué par aa-tRNA est 
délivré au ribosome par EF-Tu. B) La sélénocystéine est formée sur son ARNt. La synthèse 
de la sélénocystéine commence par l'acylation de l'ARNt
Sec
 par la séryl-ARNt synthétase 
(SerRS) pour former la Ser-ARNt
Sec
. Chez les bactéries, la conversion de la Ser-ARNt
Sec 
est 
effectuée par la sélénocystéine synthase (SelA). À l'opposé, les archées et les eucaryotes 
ont une étape de phosphorylation additionnelle. La O-phosphoséryl-ARNt
Sec
 kinase (PSTK) 
phosphoryle la Ser-ARNt
Sec 
pour former la O-phosphoséryl-ARNt
Sec 
(Sep-tRNA
Sec
), qui est 
un substrat de la O-phosphoseryl-ARNt
Sec
 sélénium transférase (SepSecS) qui catalyse la 
conversion de Sep-ARNt
Sec
 en Sec-ARNt
Sec
. Le donneur de sélénium autant pour SelA que 
pour SepSecS est le sélénophosphate. (Palioura, Sherrer et al. 2009). La Sec-ARNt
Sec
 est 
dirigée au ribosome par SelB et le SECIS. (Adaptée à partir de (Aldag, Brocker et al. 
2013)). 
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1.5. Les interactions protéiques de l'ARNt
Sec
 bactérien 
Au cours de la biosynthèse et l'insertion de la sélénocystéine l'ARNt
Sec 
entre en contact 
avec plusieurs protéines. 
 
1.5.1. Séryl-ARNt synthétase (SerRS) 
L'habilité de la SerRS d'aminoacyler deux ARNt qui ont des séquences d'anticodon 
complètement différentes est assez particulière. Cette protéine agit sur l'ARNt
Ser
 et sur 
l'ARNt
Sec
 avec une efficacité significative, même si les deux ARNt ont des structures 
repliées complètement différentes (Schmidt and Simonovic 2012). Alors que l'ARNt
Ser
 est 
un ARNt canonique qui adopte la structure 7/5, l'ARNt
Sec 
adopte soit le repliement 9/4 chez 
les eucaryotes ou 8/5 chez les procaryotes. Dans les deux cas, le domaine tige 
acceptatrice/tige T contient 13 paires de bases à l'opposé de la longueur standard qui est de 
12 paires de bases. D'après la structure du complexe SerRS-ARNt
Ser
 de la bactérie T. 
thermophilus, il est évident que l'enzyme lie l'intersection entre l'hélice de la tige 
acceptatrice et la tige T avec son domaine N-terminal. Cependant, dans le cristal, une 
grande partie de la tige acceptatrice et de la boucle variable étaient désordonnés. Alor, les 
points précis d'interactions entre la SerRS et la ARNt
Sec
 restent un mystère (Biou, 
Yaremchuk et al. 1994). Des études structurales et mécanistiques sur le mécanisme 
d'aminoacylation de la SerRS vont peut-être expliquer comment cette enzyme est capable 
d'aminoacyler deux ARNt structuralement différents. Il est intéressant de noter que la 
sérylation de l'ARNt
Sec
 est la seule réaction qui est conservée dans tous les domaines de la 
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vie. À partir de ce point le mécanisme bactérien diverge de façon significative du processus 
des archées et des eucaryotes. 
 
1.5.2. Sélénocystéine synthase (SelA)  
SelA est un homodécamère dans lequel 10 sous-unités forment un pentamère de dimères. 
La structure du cristal de SelA d'A. aeolicus complexé à l'ARNt-
Sec
 de T. tengcongensis 
(Figure 9) a une résolution de 7.5 Å. La structure a révélé que le décamère SelA lie jusqu'à 
10 molécules d'ARNt
Sec
. Malgré la faible résolution du cristal, les positions des ARNt
Sec
 
ont été détectées sans ambigüité, excepté l'extrémité terminal CCA. Quatre sous-unité SelA 
interagissent avec une Ser-ARNt
Sec
. Un dimère tient l'ARNt
Sec
 et l'autre fournit le site 
catalytique 
Figure 7. Structure de SelA d'A.aeolicus en complexe avec l'ARNt
Sec
 de T. 
tengcongensis (coloré en brun). (Adaptée à partir de (Itoh, Brocker et al. 2013)). 
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1.5.3. Selenocysteine Insertion Element (SECIS) 
L'ARNt
Sec
 est un ARNt suppresseur qui incorpore un acide aminé au codon UGA qui 
signifie habituellement la fin de la traduction. Dans leurs études, durant les années 1990, un 
groupe de recherche a étudié l'insertion de la sélénocystéine à ce codon stop. Pour ce faire, 
ils ont modifié le codon UGA par les codons stops UAA et UAG (Heider, Baron et al. 
1992). Ils ont trouvé que l'insertion de la sélénocystéine avait lieu même si on replace le 
codon UGA. Il a été démontré par Berg (Berg, Baron et al. 1991) qu'un motif directement 
en aval du codon stop UGA était nécessaire afin d'obtenir l'insertion de cet acide aminé. On 
l'appelle le SECIS. Il forme une structure en tige-boucle qui interagit avec le complexe 
tertiaire composé de SelB, GTP et l'ARNt
Sec
. Chaque codon de la sélénocystéine dans 
l'ARNm des sélénoprotéines chez les bactéries est suivi du SECIS et donc le SECIS 
bactérien fait partie de la séquence codante, la plupart du temps. Dans leurs expériences, le 
groupe a muté le SECIS soit en ajoutant ou en enlevant des nucléotides dans le motif. Ils 
ont mesuré l'activité des mutants avec le gène rapporteur lacZ qui code pour la β-
galactosidase. Ils ont observé une diminution de l'activité des mutants. À la fin de leur 
travaux, ce groupe de chercheur a proposé un modèle de l'insertion de la sélénocystéine à 
son site spécifique. L'aspect nouveau de ce modèle est que l'interaction spécifique entre le 
facteur d'élongation SelB et le SECIS est l'élément qui discrimine l'insertion et la non-
insertion de la sélénocystéine et non le codon stop UGA.  
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Figure 8. Exemples de l'élément en tige-boucle SECIS. A) Le SECIS du gène de formate 
déshydrogénase chez E. coli est localisé directement en aval du codon UGA (souligné) 
(Engelberg-Kulka, Liu et al. 2001). B) Structure consensus à partir des séquences de gènes 
de sélénoprotéines eucaryotes disponibles (Lescure, Gautheret et al. 1999). Le SECIS de 
l'archée Methanococcus jannaschii est localisé 5 nucléotides plus loin que le cadre de 
lecture (Rother, Resch et al. 2001). (Adaptée à partir de (Birringer, Pilawa et al. 2002) 
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1.5.4. SelB  
Le facteur d'élongation SelB, composé de quatre domaines est retrouvé chez les trois 
domaines de la vie. Il se lie à l'ARNt
Sec
 d'une manière GTP-dépendante. Dans la littérature, 
ce facteur d'élongation est mis en analogie avec EF-Tu, un autre facteur d'élongation qui 
comporte des séquences homologues avec SelB pour les domaines I, II et III (Figure 11) 
(Hilgenfeld, Bock et al. 1996) . 
 
 
Figure 9. Vue d'ensemble de la structure SelB:GDP de M.maripaludis. A) Structure de 
la molécule SelB dans sa conformation lié au GDP. SelB consiste en quatre domaines 
individuels nommés I, II, III et IV. Ils sont arrangés de façon à former une «chalice 
moléculaire». Les trois premiers domaines forment la chalice et le quatrième la base de la 
chalice. Le nucléotide GDP (rouge) est lié au domaine I (bleu), qui porte l'activité de la 
GTPase. (Adaptée à partir de (Leibundgut, Frick et al. 2005)). 
  
 
26
Les structures de SelB possèdent un domaine de liaison au GTP semblable à celui de EF-
Tu. Cependant, à l'opposé de EF-Tu, SelB délivre la Sec-ARNt
Sec
 seulement en présence du 
motif SECIS. Chez les bactéries, le SECIS est positionné directement en aval du codon 
UGA et SelB lie ce dernier par le domaine IV, un domaine C-terminal de 24 kDa qui est 
absent chez EF-Tu (Zinoni, Heider et al. 1990; Kromayer, Wilting et al. 1996; Fourmy, 
Guittet et al. 2002; Selmer and Su 2002). SelB reconnait uniquement la Sec-ARNt
Sec
, tandis 
que EF-Tu reconnait tous les ARNt canoniques à l'exception de l'ARNt
Sec 
(Forchhammer, 
Leinfelder et al. 1989; Forster, Ott et al. 1990; Fagegaltier, Hubert et al. 2000; Rother, 
Wilting et al. 2000). Un domaine en boucle conservé dans le domaine III de SelB pourrait 
être responsable de l'interaction spécifique avec l'ARNt
Sec
. Il agirait comme une règle pour 
mesurer la tige acceptatrice et la tige T de l'ARNt
Sec 
(Leibundgut, Frick et al. 2005).  
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Figure 10. Superposition du domaine III de SelB avec le domaine correspondant chez 
EF-Tu, qui est impliqué dans un contact avec l'ARNt. A) SelB (magenta) contient une 
boucle considérablement allongée en comparaison avec EF-Tu (cyan) dans la région de 
contact avec la tige acceptatrice de l'ARNt (gris). Les contacts entre SelB et le modèle 
d'ARNt
Cys
 sont colorés en rouge. B) Contacts possibles de SelB avec l'ARNt
Sec
 sont 
montrés dans le diagramme de la structure secondaire de l'ARNt
Sec 
M. maripaludis et sont 
colorés en rouges. La zone de contact est dérivée du modèle d'ARNt
Cys
: SelB. Adaptée à 
partir de (Leibundgut, Frick et al. 2005)). 
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1.6. Le rôle de la boucle variable de l'ARNt
Sec
  
Dans le code génétique, deux étapes sont nécessaires pour avoir l'expression correcte d'un 
résidu. D'abord, l'acide aminé doit être attaché à l'ARNt qui lui est propre. Cette réaction est 
assurée par une aminoacyl-ARNt synthétase associée à l'acide aminé. La deuxième étape 
requière que l'anticodon de l'aminoacyl-ARNt reconnaisse le bon codon d'insertion. Cette 
première étape d'assemblage entre l'acide aminé et l'ARNt est un élément crucial dans la 
synthèse protéique. Il faut que l'ARNt ait des éléments de distinction qui lui permette d'être 
reconnu par sa synthétase. Outre l'anticodon, quelques aspects jouent un rôle dans le 
processus d'identification des ARNt tels que la structure tertiaire, les nucléotides modifiées, 
etc. (Ohama, Yang et al. 1994). Une autre caractéristique importante dans le processus 
d'identification est la longue boucle variable qui est une particularité des ARNt de classe II.  
 
Un aspect structural qui distingue l'ARNt
Sec
 des autres ARNt est la longue boucle variable. 
Cette boucle variable est la plus longue retrouvée, à ce jour. Son véritable rôle reste à 
déterminer. Dans le but d'explorer cette ARNt, des chercheurs (Heider, Baron et al. 1992) 
ont effectué une série de mutations sur la boucle variable de l'ARNt
Sec
 d'E. coli. Lorsqu'ils 
ont modifié une des neuf paires de bases qui composent la boucle variable, ils ont observé 
une diminution de la synthèse de la sélénoprotéine. Lorsqu'ils ont ajouté trois paires de 
bases à la boucle variable, ils n'ont observés aucun changement avec l'ARNt
Sec 
de type 
sauvage. 
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 On sait que la biosynthèse de la sélénocystéine passe par l'ajout de la sérine sur l'ARNt
Sec
. 
Une autre de leur expérience a été de remplacer la boucle variable de l'ARNt
Sec 
par celle 
d'un ARNt de la sérine. Ils ont été surpris par le résultat qui fut l'abolition de fonction de 
l'ARNt muté. Pourtant l'ARNt de la sérine (ARNt
Ser
), possède elle aussi une longue boucle 
variable (5 paires de bases) (Himeno, Hasegawa et al. 1990). Ils ont tiré la conclusion 
qu'une boucle variable raccourcie va diminuer ou empêcher l'insertion de la sélénocystéine. 
Cependant, ils n'ont pas été en mesure de définir un rôle à cette boucle variable. De plus, 
les mutations qu'ils ont insérées ont été faites de façon dirigée. Ce genre d'approche est 
dictée par la conception du chercheur et limite ainsi l'interprétation qu'on peut tirer des 
résultats obtenus.  
 
Des analyses biochimiques et structurales de la co-cristallisation de la séryl-ARNt
Ser
 
synthétase et de la séryl-ARNt
Ser
 ont montré que la reconnaissance de l'ARNt
Ser
 par la 
synthétase survient par l'interaction des chaînes latérales de la protéine avec la grosse 
boucle variable. Il est maintenant admis dans la littérature que le chargement de la sérine 
par la séryl-ARNt
Ser
 synthétase sur l'ARNt
Sec
 tient sa grande spécificité par les interactions 
avec sa boucle variable et non avec le codon d'insertion. On peut s'interroger si les paires de 
bases additionnelles de la boucle variable de l'ARNt
Sec 
jouent un rôle supplémentaire que 
celui de permettre à la séryl-ARNt
Sec
 synthétase de faire la différence entre les ARNt qui 
insèrent la sérine et la sélénocystéine. 
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Les éléments de reconnaissance de l'ARNt
Sec
 par la séryl-ARNt synthétase comprennent 
des régions de séquences spécifiques, des caractéristiques conformationnelles et des sites 
d'interaction qui différent de ceux de l'ARNt
Ser
. Il a été démontré auparavant que la longue 
boucle variable de l'ARNt
Sec
 d' E. coli est un déterminant critique pour sa reconnaissance 
par la séryl-ARNt synthétase (Dock-Bregeon, Garcia et al. 1990; Himeno, Hasegawa et al. 
1990; Normanly, Ollick et al. 1992; Price, Cusack et al. 1993; Sampson and Saks 1993; 
Asahara, Himeno et al. 1994). Dans leur travaux, Ohama et son groupe de recherche, ont 
mis leur efforts à identifier les nucléotides homologues dans la boucle variable de l'ARNt
Ser
 
et l'ARNt
Sec
 qui jouent un rôle dans le processus d'identification. Dans cette expérience ils 
ont travaillé avec l'ARNt
Ser
 et l'ARNt
Sec
 d'humain. Ils ont étudié les effets que des 
mutations sur la tige et la boucle de la région de la boucle variable avaient sur 
l'aminoacylation. Ils ont aussi incorporé des délétions. Ils sont parvenus à la conclusion que 
la longueur de la boucle variable joue un grand rôle dans la spécificité de l'aminoacylation. 
Ils ont trouvé que la boucle variable de l'ARNt
Sec
 doit avoir une longueur spécifique ainsi 
qu'une orientation spécifique pour être reconnue par la synthétase (Ohama, Yang et al. 
1994). Ces conclusion tirées de leurs travaux étaient différentes de celles trouvées par Wu 
et Gross. En effet, un peu plus d'un an auparavant, Wu et Gross avaient publié un article qui 
disait que les boucles variables de l'ARNt
Sec
 et de l'ARNt
Ser
 des humains sont des éléments 
d'identification pour la sérylation par la spécificité de leur orientation, mais pas par une 
séquence spécifique ou une longueur spécifique (Wu and Gross 1993). Dans le cadre de 
leur expériences, ces deux chercheurs ont aussi effectué des mutations sur les boucles 
variables des ARNt. Ils n'ont pas observé une spécificité de séquence ou de longueur au 
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niveau de la tige ou de la boucle de la région de la boucle variable de l'ARNt
Sec
 dans le 
processus d'identification. Dans sa publication, Ohama a souligné cette divergence de 
résultats en soulevant que Wu et Gross n'avaient pas effectué de mutations à l'intérieur de la 
boucle variable, mais plutôt aux extrémités. Par exemple, ils ont inséré des mutations entre 
la tige de l'anticodon et celle de la boucle variable. En expérimentant sur ces régions, ils ont 
pu en effet observer la spécificité de l'orientation de la boucle variable dans le processus de 
reconnaissance de l'ARNt
Sec
 par l'aminoacyl-ARNt synthétase. Cependant, ils sont passés 
outre la spécificité de la longueur et de la séquence qui sont aujourd'hui admises comme 
des aspects nécessaires à la reconnaissance. Malgré cette discordance qui est quand même 
importante, ils sont arrivés aux mêmes autres conclusions.  
 
Dans les travaux qui ont été mené jusqu'à présent, la longueur de la boucle variable a été 
justifiée par le fait qu'elle joue un rôle dans l'identification de l'ARNt
Sec
 par l' aminoacyl-
ARNt synthétase de la sérine. À travers les différentes publications, des divergences ont eu 
lieu à savoir si la spécificité de reconnaissance de l'ARNt
Sec
 par la séryl-ARNt synthétase 
était dû à son orientation, à sa longueur ou une combinaison des deux.  
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1.7. Hypothèses 
La structure secondaire et tertiaire de l'ARNt
Sec
 se distingue beaucoup des ARNt de classe 
II. Dans ce projet, on se concentre sur la boucle variable de cet ARNt qui est 
considérablement plus longue que celles des autres ARNt canoniques. Il est accepté dans la 
littérature que l'ARNt
Sec
 doit sa longueur à sa reconnaissance par la séryl-ARNt synthétase. 
En effet, la séryl-ARNt synthétase doit faire la différence entre l'ARNt
Sec
 et l'ARNt
Ser
. La 
majorité des groupes de recherches qui ont travaillé sur la boucle variable de l'ARNt
Sec 
s'entendent pour dire que la reconnaissance de l'ARNt
Sec
 par la séryl-ARNt synthétase passe 
par la spécificité de l'orientation et de la longueur de l'ARNt
Sec
. Dans notre cas, on pense 
que la boucle variable de l'ARNt
Sec
 ne joue pas uniquement un rôle de reconnaissance. Les 
nucléotides additionnels ne sont pas présents uniquement pour permettre à la séryl-ARNt 
synthétase de discerner le bon ARNt. On émet l'hypothèse que la longue boucle variable 
joue également un rôle dans la stabilité de la structure de l'ARNt
Sec
. On sait que des 
interactions tertiaires universelles qui aident au bon repliement des ARNt canoniques sont 
absents chez l'ARNt
Sec
. Pour pallier ce manque, il a été montré que les paires de bases 
additionnelles que l'on retrouve dans la tige D de l'ARNt
Sec
 amenaient une plus grande 
stabilité de la structure secondaire. Dans le cas de la boucle variable, on croit que le même 
phénomène se produit. L'ARNt
Sec
 n'a pas de structure tertiaire ou pratiquement pas. Ce 
faisant, elle doit avoir une structure secondaire plus stable pour conserver un bon 
repliement. La boucle variable contribuerait à jouer ce rôle. Un autre concept que l'on 
amène est que le fait que l'absence de structure tertiaire amène une flexibilité à l'ARNt
Sec
. 
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L'insertion de la sélénocystéine au codon stop UGA requière l'interaction avec SelB. Le 
complexe doit ensuite être recruté au ribosome où SelB doit interagir avec le SECIS, pour 
autoriser l'insertion de la sélénocystéine. Il ne faut pas oublier que l'ARNt
Sec
 utilise le 
même ribosome que les 20 acides aminée canonique. Et ce, en dépit de sa structure 
singulière composée de paires de bases additionnelles dans la tige D, d'une paire de base 
additionnelle dans la tige acceptatrice et d'une longue boucle variable. Donc, on émet 
l'hypothèse que pour effectuer les nombreuses interactions, l'ARNt
Sec
 compromet sa 
structure tertiaire, au profit d'une meilleure flexibilité. Pour combler la perte de structures 
tertiaires, cet ARNt possède des paires de bases supplémentaires qui amènent une stabilité à 
la structure. 
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1.8. Objectifs spécifiques 
Dans ce projet de recherche, on cherche à identifier les éléments structuraux de la boucle 
variable de l'ARNt
Sec
 qui vont jouer un rôle dans sa fonctionnalité in vivo. Quand on parle 
d' un ARNt
Sec
 fonctionnel, on entend qu'il est d'abord capable de se faire séryler par la 
séryl-ARNt synthétase et de se faire reconnaître par la sélénocystéine synthétase pour 
synthétiser la sélénocystéine. Ensuite, la Sec-ARNt
Sec
 peut se lier au facteur d'élongation 
SelB. Le complexe peut être recruté au codon stop UGA au site A du ribosome sur le codon 
UGA. SelB peut interagir avec le SECIS et l'insertion de la sélénocystéine dans la chaîne 
polypeptidique en élongation a lieu. Autrement dit, on veut déterminer quels sont les 
nucléotides de la boucle variable de l'ARNt
Sec
 chez E. coli qui seront importants pour 
permettre la bonne insertion de la sélénocystéine. Dans cette étude, on s'intéresse aussi à la 
tige acceptatrice qui possède 8 paires de bases au lieu des 7 canoniques. On montre 
également les résultats d'une autre étude qui a été faite en parallèle sur la tige acceptatrice 
pour ensuite faire la comparaison avec la boucle variable. L'objectif globale de cette 
recherche est de d'établir un lien entre la structure et la fonction de la boucle variable de 
l'ARNt
Sec
.  
 
 
 
 
  
 
35
2. Matériels et méthodes 
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Pour répondre aux questions de ce projet, on utilise une approche qui s'intitule Évolution 
Instantanée (Instant Evolution) (Lee, Varma et al. 1997) aux conditions qui ont déjà été 
établiees par des travaux antérieurs (Ishii, Kotlova et al. 2013). Cette approche consiste au 
criblage in vivo des clones positifs d'ARNt
Sec
 d'E. coli à partir de librairies combinatoires. 
Avec cette approche, chaque clone fonctionnel peut être considéré comme un événement 
génétique isolé indépendant des autres clones fonctionnels et de la volonté du chercheur 
(Ishii, Kotlova et al. 2013). Cela permet de faire des analyses statistiques et d'établir des 
concepts.                                                                                                                                                
 
2.1. Librairies combinatoires 
Pour commencer, on a effectué la librairie combinatoire. On a procédé au design du gène 
de l'ARNt
Sec
 modifié. Les nucléotides de la séquence du gène de la boucle variable de 
l'ARNt
Sec
 d'E. coli qui sont randomisés ont été déterminé. Les oligonucléotides qui ont 
servis de matrice d'ADN et les amorces requises pour l'amplification de la librairie ont 
toutes été commandés à partir de la compagnie Bio-Corp Inc. (Montreal, Canada). Les 
tableaux I et II montrent les séquences des amorces utilisées et les séquences des designs 
des librairies effectuées sur la boucle variable de l'ARNt
Sec
, respectivement. Les tableaux 
III et IV montrent les séquences des amorces utilisées et les séquences des designs des 
librairies effectuées sur la tige acceptatrice de l'ARNt
Sec
, respectivement. Chaque librairie a 
été amplifiée par une réaction de PCR et a été cloné dans le plasmid pGFIB-1 (Figure 13) 
entre les sites de restriction EcoRI et PstI, tel que décrit précédemment (Zagryadskaya, 
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Doyon et al. 2003). Le gène de résistance du plasmide pGFIB-1 est l'ampicilline. Le produit 
de ligation a ensuite été transformé dans les bactéries E. coli WL81460 et étalé sur des 
géloses MacConkey Nitrate Agar (MNA) contenant de l'ampicilline. L'incubation s'est faite 
à 37°C durant 48heures, en milieu anaérobique. Pour induire le milieu sans oxygène, on 
utilise le Système Anaérobique Gaspak. Les géloses sont placées dans un bocal fermé 
hermétiquement dans lequel se trouve une poche qui consomme l'oxygène du milieu. 
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Schéma représentant le plasmide pGFIB-1 utilisé lors de cette étude. 
(Adaptée à partir de (Masson and Miller 1986)). 
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Tableau I. Séquences des amorces utilisées pour amplification par PCR des designs de gènes d'ARNt
Sec
 modifiés dans la région de la 
boucle variable et pour l'ARNt
Sec
 WT. 
librairie amorce sens amorce anti-sens 
WT 5’CGGAATTCGGAAGATC3’  5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGC3’ 
Ex1-Ex7 5’CGGAATTCGGAAGATC3’ 5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGC3’ 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine. 
 
 
Tableau II. Séquences des designs utilisés pour créer des librairies combinatoires de gènes d'ARNt
Sec
 modifiés dans la région de la 
boucle variable et celle de l'ARNt
Sec
 WT. 
WT                      5'GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 3' 
Ex1            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT NNGGGCCG CCAG CGGTCCNN N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
Ex2            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  NNGGCCN NNNN NGGTCNN  N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
Ex3            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   NNGCCN NNNN NGGTNN   N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
Ex4            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    NNCCN NNNN NGGNN    N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
Ex5            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     NNCN NNNN NGNN     N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
Ex6            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      NNN NNNN NNN      N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
Ex7            5’CGGAATTC GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT       NN NNNN NN       N   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC3’ 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; N, n'importe quelle base; Noir, régions non-randomisées; Rouge, Régions randomisées. 
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Tableau III. Séquences des amorces utilisées pour amplification par PCR des designs de gènes d'ARNt
Sec
 modifiés dans la région de 
la tige acceptatrice et pour l'ARNt
Sec
 WT.  
librairie amorce sens amorce anti-sens 
WT 5’CGGAATTCGGAAGATC3’  5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGC3’ 
G1 5’CGGAATTCAANNNNAAGATCGTCGTCTCCGGTGA3’ 5’CATTGGCTGCAGNNNNNNNAAGATCACAGGAGTCGAACCTGCCC3’ 
G2 5’CGGAATTCGGGAAGATNNNNCGTCTC3’  5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATNNNGGAGTCGAACCNNNNNNCGGGACCG3’ 
G3 5’CGGAATTCAAAGGAAGATNNCGTCTC3’ 5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATTGGGGAGTCGAACCCCACCGGGACCG3’ 
G4 5’CGGAATTCAANGGAAGATCTCGTCTC3’  5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGNNNNGGAAGATTGGGGAGTCGAACCCCACCGGGACCG3’ 
G5 5’CGGAATTCAAAGGAAGATCGTCGTCTC3’ 5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATCACAGAGTCGAACTGCCCGGGACCG3’ 
G6 5’CGGAATTCAAAGGAAGATC3’ 5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATC3’ 
G7 5’CGGAATTCAAAGGAAGATGTCGTCTC3’  5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATNNNAGGAGTCGAACCTNNNCCGGGACCG3’ 
G8 5’CGGAATTCAAAGGAAGATC3’ 5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGATC3’ 
G9 5’CGGAATTCAAAGGAAGANCTCGTCTC3’ 5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGANNGGGGAGTCGAACCCCNCCGGGACCG3’ 
G10 5’CGGAATTCAAAGGAAGANNNGTCGTCTC3’  5’TTCCAATGCATTGGCTGCAGTGGCGGAAGANNNNNAGAGTCGAACTNNCCGGGACCG3’ 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; N, n'importe quelle base;  Noir, régions non-randomisées; Rouge, Régions randomisées. 
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Tableau IV. Séquences des designs utilisés pour créer  des librairies combinatoires de gènes d'ARNt
Sec
 modifiés dans la région de la 
tige acceptatrice et celle de l'ARNt
Sec
 WT. 
WT         5’GGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGCCA3’ 
G1         5’GTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTNNNNNNNCTGCAGCCAATG3’ 
G2         5’GGAAGATNNNNCGTCTCNNGGNNGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGNNNNGGTTCGACTCCNNNATCTTCCGCCA3’ 
G3         5’GGAAGATNNCGTCTCNGGNGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGTGGGGTTCGACTCCCCAATCTTCCGCCA3’ 
G4         5’GGAAGATCTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGTGGGGTTCGACTCCCCAATCTTCC3’ 
G5         5’GGAAGATCGTCGTCTCNNGGNNGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGTTCNNNTCTGTGATCTTCCGCCA3’ 
G6         5’GGAAGATCRGTCGTCTCNCGGTNGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTRGGGGCCGCCAGCGGTCCCYYCAGGTTCGACTCCTGYGATCTTCCGCCA3’ 
G7         5’GGAAGATGTCGTCTCNNGGNNGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGNNNAGGTTCGACTCCTNNNATCTTCCGCCA3’ 
G8         5’GGAAGATCRGTCGTCTCNCGGTNGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGYCAGGTTCGACTCCTGYGATCTTCCGCCA3’ 
G9         5’GGAAGANCTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGNGGGGTTCGACTCCCCNNTCTTCCGCCA3’ 
G10       5’GGAAGANNNGTCGTCTCGCGGTCGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGNNAGTTCGACTCTNNNNNTCTTCCGCCA3’ 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; N, n'importe quelle base; R, Purine; Y,  Pyrimidine; Noir, régions non-randomisées; 
Rouge, Régions randomisées. 
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2.2.Souches de bactéries 
La souche bactérienne d'E. coli WL81460 (Δ(argF-lac)U169 rpsL150, rpsL+ rpsE13, 
Δ(srlrecA) 306::Tn10, ΔselC) 400::Kan)(Zinoni, Heider et al. 1990) a été utilisée. Cette 
souche contient une délétion du gène SelC qui code pour l'ARNt
Sec
. La souche bactérienne 
d'E. coli WL81300(Δ (argF-lac)U169 rpsL150, rpsL+ rpsE13, Δ(srl-recA)306::Tn10, 
ΔselB) 300::Kan)(Tormay, Sawers et al. 1996), qui a une délétion dans le gène qui code 
pour le facteur d'élongation SelB a également été utilisé dans cette étude.  
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2.3. Criblage in vivo de clones d'ARNt
Sec
 actifs  
Les colonies qui contiennent des ARNt
Sec
 actifs ont été identifiés par la couleur blanche des 
colonies. Cette couleur blanche est attribuée à la présence de la sélénoprotéine formate 
déshydrogénase N (FDHN). Cette protéine utilise le formate comme source d'électron pour 
la réduction du nitrate. À l'opposé, l'absence de la sélénoprotéine FDHN résulte en 
l'accumulation du formate et une baisse du pH du milieu. Le pH peut être détecté par 
l'indicateur de pH présent dans le média. Dépendamment du pH, s'il est élevé ou bas, les 
bactéries sont blanches ou rouges, respectivement (Barrett, Jackson et al. 1979). Dans cette 
étude, les colonies non-blanches (rouges) ont été ignoré. Les colonies actives ont poussées 
sur une gélose MacConkey Nitrate Agar (MNA). Les géloses MNA contiennent (par litre): 
40 g de base MacConkey agar (Difco MacConkey Agar Base), 10 g de nitrate de potassium 
et 0,5 g de formate de sodium. Les colonies blanches ont été sélectionnées et séquencées. 
Cette méthode a été appliquée autant pour les clones qui ont une mutation du gène de 
l'ARNt
Sec
 dans la région de la boucle variable que ceux qui ont une mutation de la tige 
acceptatrice. 
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2.4. Test SelB knockout 
Lorsqu'on sélectionne un clone positif sur une gélose MNA, on le sélectionne selon sa 
fonctionnalité. Cependant, on veut également que les clones sélectionnés suivent le même 
mécanisme de biosynthèse et d'insertion que celui du WT. Pour exclure la possibilité que 
les mutants utilisent le facteur d'élongation Ef-Tu au lieu de SelB, on procède au test de 
SelB. On transforme un plasmide d'un clone préalablement sélectionné dans lequel se 
trouve un gène d'ARNt
Sec
 muté dans la souche WL81300 et on étale les bactéries sur une 
gélose MNA. Les mutants qui ont une couleur rouge ne peuvent utiliser EF-Tu et ainsi 
insérer la sélénocystéine dans la protéine. On considère alors qu'ils utilisent le même 
processus d'insertion que le WT et ils sont analysés en détails.  
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2.5. Préparation des échantillons pour le test de formate 
déshydrogénase H (FDHH) 
Une fois qu'on a procédé à l'analyse de la séquence des mutants positifs, on a mesuré 
l'activité de certains clones. Pour ce faire, on a exécuté un test de formate déshydrogénase 
H (Takahata, Tamura et al. 2008; Ishii, Kotlova et al. 2013). Ce test permet de voir à quel 
point le clone sélectionné est fonctionnel. Il permet également de mettre en relation la 
fonctionnalité du clone avec sa structure préalablement déterminée. À partir des clones 
sélectionnés, quelques clones ont été analysés plus en détails. On a mesuré leur l'activité 
avec le test FDHH. Ce test mesure le taux de synthèse de la sélénoprotéine FDHH qui est 
capable de réduire le violet de benzyle. En suivant le taux de réduction du violet de benzyl, 
on quantifie le niveau de FDHH synthétisé dans la cellule. Le test FDHH a été effectué tel 
que décrit précédemment (Takahata, Tamura et al. 2008), avec quelques modifications. Les 
plasmides des clones sélectionnés ont été transformé dans la souche WL81460, mis sur des 
géloses LB qui contiennent de l'ampicilline et incubée durant toute la nuit. Les colonies ont 
par la suite été sélectionnées et ont été mises à l'incubateur dans 2 mL de LB qui contient 
de l'ampicilline durant toute la nuit, sous conditions aérobiques. Par la suite, des tubes de 
1,5 mL ont été remplis de solution tampon Stadtman qui contient de l'ampicilline. Ces tubes 
ont été inoculés de 40 µL de la culture bactérienne qui a poussé la nuit précédente et ont été 
incubés pour 20h à une température de 30°C. La densité optique des échantillons a été 
mesurée à une longueur d'onde de 600 nm. Les échantillons ont été sédimentés par 
centrifugation , congelés et conservés à -80°C. 
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2.6 Test de formate déshydrogénase H  
Au moment de procéder au test FDHH, chaque échantillon a été décongelé à la température 
de la pièce. Les cellules ont ensuite été nettoyées avec 300 µL de 0,5X TBE qui contient 5 
mM MgSO4. Elles ont ensuite été centrifugées et resuspendues avec 800 µL de la même 
solution et transférées dans une cuvette en verre à laquelle a été ajouté 100 µL de formate 
de sodium 200mM et 100µL de violet de benzyle 20mM. Les solutions de formate de 
sodium et de violet de benzyle ont été préparées avec une solution tampon phosphate de 
potassium 0,1M à un pH de 7,0. La cuvette a été couverte d'un bouchon et désoxygénée 
durant 5 min avec de l'argon. Ensuite, on a laissé la cuvette reposer à la température de la 
pièce durant les 5 minutes qui ont suivies. Le test FDHH a été effectué en mesurant le taux 
d'augmentation de l'absorbance à 600nm durant les 5 minutes suivantes. Les activités ont 
été représentées comme le changement de D.O à 600nm par minutes et ont été normalisées 
par la densité de la culture cellulaire. Chaque essai a été effectué en triplicata et la moyenne 
a été effectuée. 
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3.Résultats 
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Environ une vingtaine de clones positifs ont été récoltés et séquencés pour chacune des 6 
librairies combinatoires qui comportent des mutations dans la région de la boucle variable. 
Chaque design  a été effectué à partir de la séquence du gène SelC chez E. coli. Par la suite, 
on a procédé à l'alignement de ces séquences. Le premier objectif a été de déterminer le 
nombre de paires base WC qui pourrait être formé, basé sur la séquence. On a évalué la 
combinaison optimale pour former le plus de paires de base dans la boucle variable. On sait 
que les paires de bases jouent un rôle pour le maintient de l'intégrité de la structure de 
l'acide nucléique.  
 
3.1. Librairie Ex1 
Dans cette librairie, seulement le début de la boucle variable  a été randomisée. Il y a 6 pb 
qui sont présentes dans la boucle variable de l'ARNt
Sec 
d' E. coli qui sont conservées. Il 
semble y avoir une préférence à former soit 6 ou 7 pb et d'éviter 8 pb qui correspond 
pourtant au nombre de pb du type sauvage (WT). 
 
 
3.2. Librairie Ex2 
La délétion d'une paire de base a été intégrée dans le design de la librairie Ex2 par rapport 
au type sauvage. Il est à noter que 4 pb qu'on retrouve chez le type sauvage sont conservées 
dans cette librairies. Il semble y avoir une préférence à former 5 pb. En effet 14 des 29 
clones sélectionnés montrent cette préférence.  
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3.3. Librairie Ex3 
Dans cette librairie, deux paires de bases ont été supprimées de la région de la boucle 
variable de l'ARNt
Sec 
par rapport au WT. Il y a 3 pb qu'on retrouve chez le type sauvage qui 
sont conservées dans cette librairies. À l'instar de la librairie Ex2, on voit qu'environ la 
moitié des clones récoltés soit 12 sur 26 ont une préférence à former 5 pb. 
 
3.4. Librairie Ex4 
Dans la librairie Ex4, trois paires de bases ont été enlevées dans la boucle variable par 
rapport à celle du type sauvage. Il y a 2 pb qu'on retrouve dans la boucle variable du WT 
qui sont conservées dans cette librairie. Sur les 22 clones récoltés, on retrouve 6 clones qui 
ont 3 pb, 6 autres qui ont 4 pb et 5 clones qui ont 5 pb. On constate une plus grande 
distribution du nombre de paires de bases dans la boucle variable pour cette librairie. 
 
3.5. Librairie Ex5 
Dans cette librairie, 4 paires de bases ont été enlevées dans la boucle variable par rapport à 
la boucle variable du type sauvage. Il y a 1 pb qu'on retrouve chez le type sauvage qui est 
conservée dans cette librairie. On retouve 10 et 11 clones qui ont 4 et 5 pb dans la région de 
la boucle variable respectivement. 
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3.6.Librairie Ex6. 
Dans cette librairie, 5 paires de bases ont été supprimées dans la boucle variable par rapport 
à la boucle variable du type sauvage . Les nucléotides restants de la région de la boucle 
variable ont tous été randomisés. Sur les 14 clones récoltés, 8 ont 4 pb. 
 
3.7. L'absence de motif dans la boucle variable 
À la suite de l'alignement des séquences, on a déterminé s'il y avait la présence ou l'absence 
de motifs. Pour ce faire, on a comparé les séquences d'une même librairie combinatoire, 
mais également par rapport aux autres librairies. À travers les librairies, on observe qu'il y a 
une absence de motif. En analysant les séquences, il n'y a pas un patron à travers les 
séquences. Cependant, en analysant les centaines de mutants, on constate qu'ils ont une 
préférence à former un nombre de paires de base moins élevé (4, 5, 6) que le nombre de 
paires de bases maximal  que les molécules pourraient former.  
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3.8. Activité des mutants de la boucle variable de 
l'ARNt
Sec
 
À partir des centaines de clones qui ont été récoltés, quelques clones de certaines librairies 
ont été sélectionnés pour une analyse plus approfondie. La séquence de ses clones est 
retrouvée dans le tableau V. C'est uniquement la région de la boucle variable de l'ARNt
Sec
 
qui a été modifiée chez ces clones. Au moins un clone de chaque librairie combinatoire a 
été sélectionné pour l'analyse. Les mutants ont préalablement été sélectionnés selon leur 
capacité à synthétiser la FDHN. À l'aide du test FDHH, l'activité de ces mutants à été 
mesurée. On a mesuré le taux de synthèse de la protéine FDHH dans des conditions 
anaérobiques. La synthèse de cette sélénoprotéine dépend de la fonctionnalité de l'ARNt
Sec
. 
On a déterminé à quel point les mutants peuvent synthétiser et insérer la sélénocystéine par 
rapport au type sauvage.
 
Les pourcentages d'activité sont reportés au tableau VI. On 
observe qu'outre le mutant Ex1_28 qui a une activité comparable a celle du type sauvage, 
les autre mutants ont un pourcentage d'activité moindre. D'une librairie à l'autre il y a la 
délétion d'une paire de base dans le design. Cependant il n'y a pas une corrélation entre le 
nombre de paires de bases dans la boucle variable et le pourcentage d'activité. 
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Tableau V. Séquences des clones d'ARNt
Sec
 mutés dans la région de la boucle variable qui ont été analysés. 
Ex_28     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCCG C   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex_35     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CTGGGCCG CCAG CGGTCCTC T   GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex2_7     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  ACGGCCC CCAT CGGTCGT  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
Ex3_6        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   TGGCCC TTTG GGGTCA  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex3_7     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AAGCCT GAAT GGGTAC  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex4_5     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    AACCA GATA GGGCA   A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex4_10    GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GACCG AGCT TGGTC   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex5_4     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TGCG TTAG CGCA    T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
Ex5_28    GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TGCT ATGT GGCT    G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
Ex6_9     GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCA CACG TGC     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA             
Ex6_14    GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCT CTTA TGA     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                               
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; Noir, Régions non-randomisées; Rouge, Régions randomisées. 
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Tableau VI. Activité des mutants d'ARNt
Sec 
qui ont mutation dans la boucle variable 
suite au Test de FDHH 
 
Activité (%) 
mutant 
Température de 
30°C 
Température de 
37°C 
WT 100 72 
Ex_35 47,6 46,5 
Ex_28 102,9 37,8 
Ex2_7 35,5 10,8 
Ex3_6 11,9 10,3 
Ex3_7 0,83 2 
Ex4_5 0,6 0,8 
Ex4_10 14,6 2,1 
Ex5_4 19,2 7,6 
Ex5_28 10,5 9,4 
Ex6_9 3,1 0,4 
Ex6_14 18 9,2 
*Les cases sont colorées selon leur pourcentage d'activité par rapport au WT  
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3.9 Deux catégories d'activités des mutants 
Parmi les clones dont l'activité à été mesuré, on constate que les clones des librairies Ex3, 
Ex4, Ex5 et Ex6 ont soit un pourcentage d'activité qui est très bas (0-3%) ou soit un 
pourcentage qui varie entre 10-20%. Pour vérifier ce phénomène, on a soumit des clones 
additionnels au test FDHH. Les clones sélectionnés font partis de la librairie Ex6, c'est-à-
dire la librairie qui permet au gène de produire le moins de paires de bases. Les 
pourcentages d'activités des clones des librairies Ex3 à Ex4 ainsi que des clones 
additionnels sont reportés aux tableaux VIII et IX dans leur catégorie d'activité respective. 
Avec l'ajout des clones, on observe la même tendance. Les mutants peuvent être séparés en 
deux groupes.  
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Tableau VII. Pourcentage d'activité des mutants d'ARNt
Sec
 dans la région de la boucle 
variable qui ont une activité élevée à la suite du Test de FDHH. 
  Activité (%) 
nombre de paires 
de bases 
WT 100 8 
Ex3_6 11,9 7 
Ex4_10 14,6 6 
Ex5_4 19,2 5 
Ex6_14 18 3 
Ex6_11 8,02 4 
Ex6_12 8,2 4 
 
 
Tableau VIII. Pourcentage d'activité des mutants d'ARNt
Sec
 dans la région de la 
boucle variable qui ont une basse activité à la suite du Test de FDHH. 
clone Activité (%) 
nombre de paires 
de bases 
WT 100 8 
Ex3_7 0,83 4 
Ex4_5 0,6 2 
Ex6_1 0,2 4 
Ex6_2 >0,0 4 
Ex6_3 0,64 3 
Ex6_5 1,15 4 
Ex6_8 >0,0 4 
Ex6_10 >0,0 4 
Ex6_13 1,2 3 
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3.10. La boucle variable de l'ARNt
Sec
 la plus petite  
Un des objectif de ce projet d'étude était de déterminer la longueur minimale à laquelle la 
boucle variable de l'ARNt
Sec
 peut être raccourcie et qu'il soit capable de synthétiser et 
d'insérer la sélénocystéine. À travers les librairies, on a supprimé des paires de bases et 
récolté des clones capables de fonctionner à l'instar de l'ARNt
Sec
 de type sauvage, mais 
avec un pourcentage d'activité moins élevé. À partir de la librairie Ex6 dont 5 paires de 
bases ont été supprimés par rapport au WT, on a enlevé une autre paire de base dans la 
région de la boucle variable. Il s'agit de la librairie Ex7. Aucun clone positif n'a été récolté 
lors du criblage de cette librairie. Le phénotype se traduit par des colonies rouges sur la 
gélose MNA. Cela signifie que la protéine FDHN n'a pas été produite et n'a pas réduit le 
formate du milieu en nitrate pour ainsi donner une couleur blanche aux colonies. Le 
phénotype de colonie rouge est retrouvé si le gène SelC à l'intérieur du plasmide donne un 
ARNt
Sec
 non fonctionnel ou si le plasmide est dépourvu d'un gène d'ARNt
Sec
. Pour vérifier 
que les colonies avaient bel et bien le gène SelC, des colonies rouges de la librairie Ex7 ont 
été récolté et séquencé. On a bel et bien retrouvé des gènes d'ARNt
Sec
 qui correspondaient 
au design de la librairie. On a analysé les séquences et déterminé qu'il faut que la boucle 
variable comporte minimalement 3 paires de bases dans la région de la boucle variable pour 
assurer sa fonctionnalité.  
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3.11. L'importance du domaine tige acceptatrice/tige T 
pour la fonctionnalité de l'ARNt
Sec 
En parallèle avec ce projet d'étude, d'autre librairies combinatoires ont été créée où les 
mutations ont été intégrées en fonction de modifier la longueur de la tige acceptatrice de 
l'ARNt
Sec
. À partir des librairies combinatoires où la tige acceptatrice a été randomisée 
quelques clones ont été sélectionné pour une analyse approfondie (Tableaux IX). D'après la 
séquence des clones, on constate que la tige acceptatrice peut contenir 7, 8 et 9 paires de 
bases. Le pourcentage d'activité des mutants a été mesuré à l'aide du test FDHH. Si on 
considère seulement la tige acceptatrice, on constate que le pourcentage d'activité est très 
variable avec une seule paire de base différente entre les molécules d'ARNt
Sec
. Lorsqu'on 
considère le domaine hélicoïdale tige acceptatrice/tige T, on peut séparer les mutants en 
deux catégories selon la longueur du domaine. En effet, indépendamment de la longueur de 
la tige acceptatrice, si le domaine mesure 13 pb, le pourcentage d'activité est élevé (60-
130%). De la même façon, si la longueur du domaine mesure 12 pb, l'activité est moins 
élevée ( 1-10%) (Figure 14). 
 
L'ARNt
Sec
 est reconnue pour son long bras accepteur qui a soit 8 paires de bases ou 9 paires 
de bases au lieu des 7 pb standards. Aussi, le domaine tige acceptatrice/tige T contient 13 
pb au lieu des 12 pb standards. Les résultats du pourcentage d'activité des mutants montrent 
que ni la longue tige acceptatrice, ni le long domaine tige acceptatrice/tige T sont requises 
pour avoir un ARNt
Sec
 fonctionnel. Cependant, les clones qui ont 13 pb dans le domaine 
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accepteur/T, indépendamment de la longueur de la tige acceptatrice qui peut avoir 7, 8 ou 9 
pb, possède une activité plus élevée. L'indifférence de la fonction de l'ARNt
Sec
 selon la 
longueur de la tige acceptatrice suggère l'existence d'une flexibilité conformationnelle 
importante dans sa structure tertiaire, potentiellement causée par l'absence d'interaction 
tertiaire universelles 8-4 et 15-48. 
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Tableau IX. Séquences des clones analysés qui ont une mutation dans la tige acceptatrice et la tige T de l'ARNt
Sec
 d'E. coli. 
WT GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC GCCA 
G3-1              GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCCA  
G5-4       GGAAGATC   GT    CGTCTC GCGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAG   TTCGACT   CTGT    GATCTTCC GCCA  
G6-7   GGAAGATCG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCCT C CAGG   TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA  
G7-4   GGAAGAT    GT    CGTCTC AGGGGT GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GTCAGG TTCGACT CCTGGC     ATCTTCC GCCA  
G8-10     GGAAGATCG  GT    CGTCTC TCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG TC  AGG  TTCGACT   CCT_   CGATCTTCC GCCA   
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; _ , Vide; Noir,  Région non-randomisée; Rouge, région randomisée  
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Figure 12. La structure du domaine de la tige acceptatrice/tige T de certains clones 
d'ARNt
Sec
. Les clones qui contiennent 13 et 12 pb dans le domaine de la tige 
acceptatrice/tige T sont montrés à gauche et à droite, respectivement. Pour chaque clone, 
son nom, le type de structure selon la notation M/N (M et N sont le nombre de paires de 
bases dans la tige acceptatrice et dans la tige T, respectivement), ainsi que le pourcentage 
d'activité après avoir passé le test FDHH est montré. Les clones ayant une structure 7/5, 8/4, 
9/4 et 7/6 ont été récolté à partir des designs spécifiques des librairies, le clone ayant la 
structure 9/3 (G8-10) est le résultat d'une délétion spontanée du dernier nucléotide de la tige 
T à proximité de la tige acceptatrice 
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4. Discussion et conclusion 
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4.1. Absence de spécificité de la longueur et de la 
séquence de la boucle variable de l'ARNt
Sec 
À la suite de l'analyse des séquences des mutants pour la boucle variable, on constate qu'il y 
a une absence de motifs. Les séquences varient grandement à l'intérieur d'une librairie et à 
travers les différentes librairies. Cela suggère qu'il y a bel et bien une absence de spécificité 
dans la séquence comme cela avait déjà été souligné lors d'études précédentes. L'absence de 
spécificité dans la séquence de la boucle variable suggère que cette dernière ne joue pas un 
rôle critique dans la reconnaissance de l'ARNt
Sec
 par la SerRS, la biosynthèse et l'insertion 
de la sélénocystéine. On a longtemps pensé que la SerRS était capable de différencier 
l'ARNt
Ser
 de l'ARNt
Sec
 par leur boucle variables dont la longueur et la séquence varie. On 
voit clairement que les mutants d'ARNt
Sec 
qui ont des mutations dans la région variable sont 
capables de participer à la synthèse de sélénoprotéines. Cela suggère que la longue boucle 
variable a un rôle supplémentaire à celui d'assurer la fonctionnalité de la molécule. En effet, 
les molécules conservent leur fonctionnalité, mais elles ont une efficacité réduite par 
rapport au WT. 
 
 Le design des librairies combinatoire permet au gène modifié de former un certain nombre 
de paire de base. Étonnamment, le système ne cherche pas à créer le nombre de paires de 
bases maximale ou le nombre de paire qui se rapproche du WT, soit 8 pb. La préférence à 
former un nombre de paires de base moins élevé (4, 5, 6) est un autre indice du caractère 
dispensable de la pleine longueur de la boucle variable de l'ARNt
Sec
 pour sa fonctionnalité. 
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Malgré des séquences uniques, le repliement des ARNt canoniques est sensiblement le 
même. Cela est possible, en raison de certains nucléotides conservés au même endroit de la 
molécule et ce, à travers les espèces et les domaines de la vie. Deux interactions tertiaires 
notables sont les interactions entre les nucléotide 8-14 et 15-48. Ces interactions participent 
à la structure tertiaire en forme ''L'' des molécules d'ARNt et contribuent à la stabilité de la 
molécule. L'intégrité de la structure tertiaire de la molécule lui permet d'être reconnue par 
diverses protéines et d'interagir avec celles-ci. L'ARNt
Sec 
 ne possède pas les interactions 
entres les nucléotides 8-14 et 15-48. Il possède ainsi une structure tertiaire moins stable et 
un repliement divergent des ARNt canoniques. Pour être fonctionnelle et accomplir sa 
tâche, une molécule doit être stable. On pense qu'à défaut d'avoir une structure tertiaire 
stable, un bon compromis est d'avoir une structure secondaire plus robuste. C'est peut-être 
le cas de la structure de l'ARNt
Sec
 et en particulier de la région de la boucle variable. Les 
résultats suggèrent que cette boucle ne joue pas un rôle décisif dans la fonctionnalité de la 
molécule. Cependant l'addition de plusieurs paires de bases dans la boucle variable évoque 
un renforcement de la structure secondaire pour pallier aux interactions tertiaires 
inexistantes. 
 
Un autre aspect à souligner est que l'absence d'une structure tertiaire rigide amène une 
flexibilité à la molécule. L'ARNt
Sec
 serait donc plus souple que les ARNt canoniques. Il se 
pourrait que l'ARNt
Sec
 ait besoin de cette flexibilité pour pouvoir interagir de façon 
optimale avec des protéines et des structures d'acides nucléiques qui n'interagissent pas 
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avec les ARNt canoniques (e.g.: SelB, SECIS). Pour répondre à cette question, d'autres 
recherches seront nécessaire.  
 
On a également déterminé que la boucle variable de l'ARNt
Sec
 devait avoir minimalement 3 
pb pour que la molécule soit fonctionnelle. On sait que la boucle variable doit être reconnue 
par la SerRS. Cette longueur semble être minimale pour que la molécule soit reconnue par 
la SerRS tout en étant assez stable. En effet, les clones de la librairie Ex7 (clones non 
fonctionnels) possèdent 2 paires de bases dans la région variable de la molécule. Un fait 
intéressant est qu'on a obtenu des clones qui réussissent à se faire séryler même en ayant un 
nombre de paire de bases dans la boucle variable inférieur à celui de la sérine (5pb). Cela 
suggère encore une fois que la structure de la boucle variable n'est pas reliée exclusivement 
au rôle de biosynthèse et d'insertion de la sélénocystéine. La boucle variable de l'ARNt
Sec 
jouerait plus un rôle dans la conservation de l'intégrité et la stabilité de la structure de la 
molécule.  
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4.2. Deux catégories d'activités pour les mutants ARNt
Sec
 
pour la boucle variable et pour la tige acceptatrice 
Après avoir analysé et mesuré l'activité de mutants qui ont des mutations dans la boucle 
variable de l'ARNt
Sec
, on constate qu'il n'y a pas de corrélation entre le pourcentage 
d'activité et le nombre de paire de bases. S'il existe un patron, il n'a pas été déterminé dans 
cette étude. L'analyse des séquences n'a pas permis de tirer une conclusion pour l'instant. Il 
faut noter que la collecte de clones positifs se fait plus rare , plus le design de la librairie 
diverge de la séquence du WT. À l'aide d'analyses plus approfondies, on pourrait trouver un 
patron qui s'apparente à celui du domaine tige acceptatrice/tige T de l'ARNt
Sec
 bactérien. 
On a montré que si le domaine mesure 13 pb, le pourcentage d'activité  est élevé et s'il 
mesure 12 pb, l'activité est moins élevée. Une tendance similaire est observée chez la 
boucle variable de l'ARNt
Sec
. On peut classifier les clones en deux catégories selon leur 
pourcentage d'activité au test FDHH. Cependant, on retrouve des clones qui ont le même 
nombre de paires de bases et qui ont des pourcentages d'activités très différents. D'autres 
analyses et expériences seront requises pour déterminer les éléments précis de la boucle 
variable qui affectent la fonctionnalité de l'ARNt
Sec
 à des niveaux différents.  
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4.3. Conclusion 
L'ARNt
Sec 
est une molécule qui se distingue de plusieurs façon. Dans ce mémoire, on s'est 
concentré sur la structure de cette molécule et plus particulièrement sur la boucle variable. 
On a déterminé que la longue boucle variable de l'ARNt
Sec
 n'était pas essentielle pour la 
fonctionnalité. On a pu séparer en deux groupes les mutants analysés, selon leur 
pourcentage d'Activité. On a par la suite fait une comparaison de ce qui se produit chez la 
boucle variable avec un phénomène similaire qui se produit chez la tige acceptatrice de 
l'ARNt
Sec
. L'étude a permis de confirmer quelques concepts déjà soulevés dans des études 
précédentes. Elle a également permis d'amener des éléments importants qui suggèrent un 
rôle de stabilité à la boucle variable de l'ARNt
Sec
 bactérien.  
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4.6. Perspectives et approches futures 
Le rôle de la boucle variable de l'ARNt
Sec 
chez E. coli est un phénomène qui reste encore à 
être déterminé. Les approches expérimentales utilisées pour répondre aux questions se sont 
raffinées avec le temps et donnent place à des interprétations de résultats plus précises. Ce 
mémoire apporte quelques éléments de réponses et confirme ce qui avait déjà été trouvé 
dans la littérature. D'autres études seront nécessaires pour approfondir sur cette molécule 
qui joue un rôle déterminant dans la biosynthèses des sélénoprotéines. On pourra procéder 
au test de FDHH avec les mutants d'ARNt
Sec
 à différentes températures, pour explorer 
davantage l'aspect de stabilité et de flexibilité de la molécule. Un autre moyen 
d'expérimenter sur cette molécule serait d'étudier l'interaction entre SelB et l'ARNt
Sec
. La 
séquence qui permettrait leur interaction n'a pas encore été déterminée. Dans cette étude, au 
lieu de randomiser l'ARNt
Sec 
on randomiserait SelB. Ainsi, on pourrait peut-être attribuer 
un rôle supplémentaire à la boucle variable de l'ARNt
Sec
.  
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6. Annexes
 
 
 
 
Tableau S1. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex1 qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
WT            GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX_1          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCT C    GCAGG  TTCGACT CCTGT _ATC TTCC GCCA 
EX_2          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CAATCCGT C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX_3          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TTGGGCCG CCAG CGGTCCTG C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_6          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT ATGGGCCG CCAG CGGTCCCT C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_7          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCGT T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_8          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CAGGGCCG CCAG CGGTCCCA G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_9          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT ATGGGCCG CCAG CGGTCCGA A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_10         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GCGGGCCG CCAG CGGTCCGG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_11         GGAAGATC  _T    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GCGGGCCG CCAG CGGTCCGT T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCC 
EX_12         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCGT C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_13         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CTGGGCCG CCAG CGGTCCCC C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_14         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CGGGGCCG CCAG CGGTCCCC T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_15         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCGT C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_16         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCGG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_17         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CAGGGCCG CCAG CGGTCCGA G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_18         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCGG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_19         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCGG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_20         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CTGGGCCG CCAG CGGTCCGC T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_21         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TAGGGCCG CCAG CGGTCCGA C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX_22         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TTGGGCCG CCAG CGGTCCCG T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX_23         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CGGGGCCG CCAG CGGTCCCA A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_24         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TTGGGCCG CCAG CGGTCCTG T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_25         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT ATGGGCCG CCAG CGGTCCTT T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX_26         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCT_ _    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA   
EX_27         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TCGGGCCG CCAG CGGTCCGT C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_28         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCCG C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_29         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GTGGGCCG CCAG CGGTCCCC C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_30         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CTGGGCCG CCAG CGGTCCCC T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                           
EX_31         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GAGGGCCG CCAG CGGTCCGC T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                              
EX_32         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CAGGGCCG CCAG CGGTCCGC C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX_33         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TAGGGCCG CCAG CGGTCCCT G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX_34         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CAGGGCCG CCAG CGGTCCGT G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX_35         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT CTGGGCCG CCAG CGGTCCTC T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA   
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; _ , espace vide 
 
 
 
 
 
 
Tableau S2. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex2 qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
WT            GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_1         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GAGGCCG AGTT AGGTCTC  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_2         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AGGGCCT GATG AGGTCGT  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_3         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GGGGCCC TGTC GGTCCG_  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_4         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CGGGCCC GGCT GGGTCAT  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_5         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GAGGCCG ATTC TGGTCGC  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_6         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  TAGGCCC AACT GGGTCCA  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_7         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  ACGGCCC CCAT CGGTCGT  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX2_8         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CGGGCCT TATA GGGTCCC  A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_9         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CGGGCCA GTCA CGGTCTA  A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX2_10        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  TGGGCCA TCGG AGGTCCT  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_11        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GGGGCCG AGGG GGGTCCG  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_12        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CCGGCCT GCAG TGGTCGG  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_13        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GCGGCCA CGGT AGGTCCC  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_14        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  TAGGCCC AGAT GGGTCTA  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_15        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GGGGCCA TCTG TGGTCGT  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_16        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GCGGCCC CTCC CGGTCCG  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_17        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AAGGCCG CAGT TGGTCTT  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX2_18        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GAGGCCC TTGA GGGTCGT  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_19        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AAGGCCC TGGG CGGTCCG  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_20        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CGGGCCC CACG AGGTCCA  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_21        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AGGGCCA ATGT GGGTCAT  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX2_22        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AGGGCCC ACGA TGGTCCC  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_23        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CGGGCCT GGGT CGGTCCG  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_24        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CGGGCCA AGGG AGGTCCA  C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                                                    
EX2_25        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  GTGGCCG ACAG AGGTCCG  A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX2_26        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AGGGCCA GGAA GGGTCCT  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GC_A 
EX2_27        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AAGGCCT ATTG TGGTCGT  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_28        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  CTGGCCT AGCA CGGTCAA  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_29        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  TCGGCCC AATG CGGTCGT  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTTC GCCA 
EX2_30        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AGGGCCT GGTC AGGTCGC  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX2_31        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  TAGGCCC TTCG TGGTCAC  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                   
EX2_32        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT  AGGGCCA GGAA GGGTCCT  T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GC_A 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; _ , espace vide 
 
 
 
 
 
 
Tableau S3. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex3 qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
WT            GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_1         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCA ATCG TGGTAT   _    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                              
EX3_2         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AAGCCC CTTG CGGTGA   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_3         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AAGCCA CGTT TGGTAT   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_4         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GAGCCA TTTT AGGTCT   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_5         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GAGCCT ACTA TGGTTG   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_6         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   TGGCCC TTTG GGGTCA   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_7         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AAGCCT GAAT GGGTAC   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_8         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   TGGCCA TGAA AGGTGC   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX3_9         GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCC CGCC CGGTCT   A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_10        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GCGCCA GGCT TGGTGC   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                      
EX3_11        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AGGCCT CGAG GGGTCA   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                 
EX3_12        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GTGCCG AATG CGGTAT   A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                
EX3_13        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AGGCCA TTTC TGGTTA   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX3_14        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   ATGCCA GCTA TGGTAC   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                                             
EX3_15        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AAGCCT TCTT AGGTGG   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX3_16        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GCGCCA GTCG GGGTGT   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_17        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   CTGCCA AAGA TGGTTG   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_18        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCC ATTC AGGTGC   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_19        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GCGCCA TCAG CGGTGC   G    ACAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_20        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCG GTAT GGGTCT   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX3_21        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   TGGCCA GTAC AGGTCT   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX3_22        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GAGCCG TAAA TGGTTA   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX3_23        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCG GTAT GGGTCT   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX3_24        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   AGGCCC GATA AGGTGG   T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX3_25        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GAGCCC ATGT TGGTTG   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA     
EX3_26        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCG GCGC AGGTCT   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_27        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GGGCCG GCAT TGGTCA   A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX3_28        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   TAGCCT AACG AGGTTT   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX3_29        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT   GAGCCA GATA AGGTGC   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine; _ , espace vide 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S4. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex4qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
WT          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_1       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GTCCC AAGG TGGGG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_2       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GGCCC TTTG GGGTG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_3       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GTCCC TAAC AGGCG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_4       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    ATCCG ACGT GGGAA     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX4_5       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    AACCA GATA GGGCA     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_6       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GTCCC AAGT AAGAA     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                       
EX4_7       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    TACCC CGAT TGGGC     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX4_8       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GACCA ATAA TGGGT     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                  
EX4_9       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    AGCCG TATA GGGCG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                  
EX4_10      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GACCG AGCT TGGTC     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX4_11      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    ACCCC AGTT GGGGG     _    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_12      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GGCCA GCAC TGGAG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                          
EX4_13      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GCCCC ACAA GGGGC     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_14      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GCCCT AAAA GGGCT     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_15      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    TCCCG TTAT TGGGG     C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_16      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    TCCCC TACT CGGGG     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX4_17      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GACCA AGTA TGGAA     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX4_18      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    TACCA AAAA GGGCA     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX4_19      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GTCCT GAGA AGGCT     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX4_20      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    ATCCT GATG AGGGC     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX4_21      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    TACCT AAGA TGGGT     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX4_22      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GCCCT GTGA GGGGT     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA               
EX4_23      GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GCCCC TGCG GGGGG     C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S5. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex5 qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
WT              GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX5_1           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     CCCT AAAG AGGG     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX5_2           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TACC ATAA AGGC     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX5_3           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GGCA TACT TGTC     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                
EX5_4           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TGCG TTAG CGCA     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX5_5           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GCCA GGTC AGCG     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA  
EX5_6           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     CACT TTTT GGTG     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_7           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GTCA CAAG TGTG     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX5_8           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     AACC CAAA GGTT     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                 
EX5_9           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GTCA TAAT GGCT     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_10          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     AGCG TTAT TGCG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                  
EX5_11          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GACA TCAG TGTT     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX5_12          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     ATCT AATA TGGA     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX5_13          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GCCG TAAT GGCA     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                      
EX5_14          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TCCG GTTT CGGG     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_15          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GCCA GGCA AGGT     A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_16          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GACA ACGC TGTC     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX5_17          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TTCG AGCT TGGG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX5_18          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GCCG CAAG GGCG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_19          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     CACT ACCA TGTG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX5_20          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GTCT TGAT AGGA     C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                  
EX5_21          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TACC GATA TGGG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_22          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     ATCT AATA TGGA     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_23          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GCCC GTTG TGGG     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_24          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     ATCC GACA GGTA     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX5_25          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GACG GTAA TGTC     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX5_26          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GCCT GGTG TGGC     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX5_27          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GGCA GTTC TGCT     T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                                   
EX5_28          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     TGCT ATGT GGCT     G    ACAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX5_29          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     GGCT ATCT GGCT     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX5_30          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT     CTCT TTTA AGAG     G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S6. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex6 qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
WT           GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG  G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX6_1        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCA AGAT TGT       G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
EX6_2        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      ACG TTTG TCG       T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                  
EX6_3        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      ATA TACA TTG       G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX6_4        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GTA CATT ATG       T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA               
EX6_5        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GTA GGTT CTA       C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                  
EX6_6        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      ACC ATAT TGT       G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                
EX6_7        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      ACT TGAA GTA       G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA             
EX6_8        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GGT TGTA TGC       C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                    
EX6_9        GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCA CACG TGC       T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA             
EX6_10       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCG CTAA GCG       T    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                   
EX6_11       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      CTA CTTC AGT       A    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                     
EX6_12       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCA CACG TGC       C    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA       
EX6_13       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      TCA AAAA TGA       G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA                
EX6_14       GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT      GCT CTTA TGA       G    GCAGG  TTCGACT CCTGT GATC TTCC GCCA 
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S7. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec 
de la librairie Ex7 qui ont des modifications dans la boucle variable. 
 
EX7_1          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GT GGTG GA   T    GCAGG  TTCGACT CCT_T  GATC TTCC GCCA  
EX7_2          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAA_ TCCAGT    CT CCGA CT   A    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTC_ GCCA 
EX7_3          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    CT AGGA AA   G    CAGG_  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
EX7_4          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GG CCTA GT   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
EX7_5          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GC GGTG CA   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
EX7_6          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    AC GCTT GT   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
EX7_7          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    GT GCCC TC   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
EX7_8          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    CG ACTT AT   G    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
EX7_9          GGAAGATC  GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT    TC GATA GG   C    GCAGG  TTCGACT CCTGT  GATC TTCC GCCA 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine, C, Cytosine; _ , espace vide 
 
Tableau S8. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G1 
 
G1-1    AT GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTTC GTGT  
G1-2    AT GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC AAAG  
G1-3    AG GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC GAAGC  
G1-4    GG GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC GTAAC  
G1-5    GG GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC AATTT  
G1-6    GG GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGTCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC GAGT  
G1-7    AT GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC ATGTC  
G1-8     T GGAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTCC GATGG  
G1-9     T GAAAGATC   GT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAGG  TTCGACT  CCTGT    GATCTTTC GTGCG  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S9. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G2. 
 
G2-1     GGAAGAT    TGCT  CGTCTC GCGGCT GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G AGAGG  TTCGACT  CCTCC     ATCTTCC GCCA 
G2-2     GGAAGAT    GGAA  CGTCTC GCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG T GGTGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCCA 
G2-3     GGAAGAT    CGCA  CGTCTC GGGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCCA  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine ;C, Cytosine  
 
 
 
 
 
Tableau S10. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G3. 
 
G3-1    GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCCA  
G3-2    GGAAGAT    GC    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGGCCGCCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCCA 
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S11. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G4. 
 
G4-1     C GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC AGTC  
G4-2     C GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC ATCC  
G4-3     A GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GTTT  
G4-4     G GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GTTC  
G4-5     G GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC CTTG  
G4-6     G GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCTA  
G4-7     G GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GTAA  
G4-8     A GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCAT  
G4-9     C GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GAGT  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
Tableau S12. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G5. 
 
G5-1      GGAAGATC   GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAG   TTCGACT   CTGT    GATCTTCC GCCA  
G5-2      GGAAGATC   GT    CGTCTC ACGGTT GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAG   TTCGACT   CTGT    GATCTTCC GCCA  
G5-3      GGAAGATC   GT    CGTCTC CGGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAG   TTCGACT   CTGT    GATCTTCC GCCA  
G5-4      GGAAGATC   GT    CGTCTC GCGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GCAG   TTCGACT   CTGT    GATCTTCC GCCA  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine, C Cytosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S13. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G6. 
 
G6-1    GGAAGATCA  GT    CGTCTC ACGGTT GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG _CAG CGGTCCCT T CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA  
G6-2    GGAAGATCA  GT    CGTCTC TCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCCT T CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA  
G6-3    GGAAGATCA  GT    CGTCTC TCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT AGGGGCCG CCAG CGGTCCCT T CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA   
G6-4    GGAAGATCG  GT    CGTCTC TCGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT AGGGGCCG CCAG CGGTCCCT T CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA  
G6-5    GGAAGATCG  GT    CGTCTC GCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT AGGGGCCG CCAG CGGTCCCT T CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA  
G6-6    GGAAGATCG  GT    CGTCTC TCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT AGGGGCCG CCAG CGGTCCCC C CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA  
G6-7    GGAAGATCG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCCT C CAGG   TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA  
G6-8    GGAAGATCG  GT    CGTCTC CCGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT GGGGGCCG CCAG CGGTCCCC T CAGG   TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
Tableau S14. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G7. 
 
G7-1     GGAAGAT    GT    CGTCTC CTGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GACAGG TTCGACT CCTGTA     ATCTTCC GCCA  
G7-2     GGAAGAT    GT    CGTCTC TCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GAAAGG TTCGACT CCTTCC     ATCTTCC GCCA  
G7-3     GGAAGAT    GT    CGTCTC ATGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G ACCAGG TTCGACT CCTGGC     ATCTTCC GCCA  
G7-4     GGAAGAT    GT    CGTCTC AGGGGT GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GTCAGG TTCGACT CCTGGC     ATCTTCC GCCA  
G7-5     GGAAGAT    GT    CGTCTC GCGGCA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGAAGG TTCGACT CCTTCC     ATCTTCC GCCA 
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
 
 
Tableau S15. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G8. 
 
G8-1    GGAAGATCG  GTT   CGTCTC GCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGGCCG CCAG CGGTCCCG T  CAGG TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA   
G8-2    GGAAGATCG  GT   CGGTCTC TCGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG T  CAGG TTCGACT   CCTG   TGATCTTCC GCCA   
G8-3    GGAAGATC   A     GTCTCA  CGGT  TGAGGC GGCTGGA CTTCAAA TCCAGTT GGGGCCG  CCAG CGGTCCCG C  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-4     GGAAGATCG  GT    CGTCTC CCGGTG GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCC_G C  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-5     GGAAGATCG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG C  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-6    GGAAGATCG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG _  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-7    GGAAGATCG  GT   CGGTCTC TCGGTA GAGGGCG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG C  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-8    GGAAGATCAG GT    CGTCTC GCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG T  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-9    GGAAGATCA  GT   CGTCTTC TCGGTT GAGGCGG GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG T  CAGG TTCGACT   CCTG   CGATCTTCC GCCA   
G8-10   GGAAGATCG  GT    CGTCTC TCGGTA GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG  CCAG CGGTCCCG TC  AGG TTCGACT   CCT_   CGATCTTCC GCCA  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
Tableau S16. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G9. 
 
G9-1        GGAAGAT    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G AGGGG  TTCGACT  CCCCA     ATCTTCC GCCA  
G9-2        GGAAGAA    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG   TGGGG  TTCGACT  CCCCT     CTCTTCC GCCA  
G9-3        GGAAGAG    CT    CGTCTC  CGGT  GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G AGGGG  TTCGACT  CCCCT     CTCTTCC GCCA  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau S17. Séquences des clones de gènes d'ARNt
Sec
 de la librairie G10. 
 
G10-1      GGAAGAAGG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G GTAG   TTCGACT   CTCC   ACTTCTTCC GCCA  
G10-2      GGAAGATGA  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G ACAG   TTCGACT   CTGA   TCGTCTTCC GCCA  
G10-3      GGAAGATGG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G CAAG   TTCGACT   CTTG   ACATCTTCC GCCA  
G10-4      GGAAGATAC  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGAG   TTCGACT   CTCA   ATATCTTCC GCCA 
G10-5      GGAAGAGGG  GT    CGTCTC GCGGTC GAGGCG  GCTGGA CTTCAAA TCCAGT TGGGGCCG CCAG CGGTCCCG G TGAG   TTCGACT   CTCA   CCCTCTTCC GCCA  
 
G, Guanine; A, Adénine; T, Thymine; C, Cytosine 
 
 
 
 
  
 
